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кого варианта в возникновении массовых 
абортов. Полученные данные позволяют 
предположить, что заражение полевым ви- 
русом РРСС, вызвавшее аборты, произош- 
ло в конце 2001 г. или в начале 2002 г, одна- 
ко, циркуляция полевого вируса европейс- 
кого варианта в хозяйстве была значитель- 
но раньше, о чем свидетельствовало увели- 
чение инцидентности после введения в ос- 
новное стадо «польских» свиней. 

На основании полученных данных 
можно сделать следующие предположения 
о роли вируса РРСС и вспышках абортов в 
свинокомплексе в 2001-2002 гг: 

1. Вирус РРСС европейского варианта, 
несмотря на регулярную вакцинацию ина- 
ктивированной вакциной циркулировал 
у свиноматок и хряков комбината № 2 до 
вспышки абортов, т.е. до 2001 г Несмотря 
на отсутствия перекрестного иммунитета, 
индуцированного вирусом американско- 
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го варианта против вируса европейского 
варианта, возможно, применяемая вакци- 
на препятствовала распространению рези- 
денского вируса в стаде свиноматок. 

2. В результате инфицирования сероне- 
гативных свинок «Нурит» в производствен- 
ном стаде резиденским вирусом привело к 
изменению его патогенности (геморраги- 
ческое воспаление пупочных канатиков) и 
популяционный иммунитет (по серологи- 
ческим данным не более 50%) уже не пре- 
пятствовал передаче вируса «свиноматка- 
свиноматка»; 

3. На «поддержание», продолжитель- 
ность персистенции вируса и инцидент- 
ность абортов оказали влияние отсутс- 
твие технологического разрыва на участ- 
ках № 1,2 те. «пусто-занято», высокий про- 
цент замен ремонтными свинками, исполь- 
зование хряков-пробников, в том числе для 
случки. 
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ОСНОВНЫЕ БИОЛОГИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА 
ВОЗБУДИТЕЛЯ АНАПЛАЗМОЗА, ВЫДЕЛЕННОГО 
ИЗ ПАТОЛОГИЧЕСКОГО МАТЕРИАЛА ОТ 
КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА 


Анаплазмоз (гранулоцитарный эрли- 
хиоз) наносит большой экономический 
ущерб животноводству, который склады- 
вается из снижения мясо-молочной про- 
дуктивности, снижения качества и коли- 
чества продуктов животного происхожде- 
ния, ущерб от недополучения молодняка и 
гибели животных. 

Основной хозяин возбудителя болез- 
ни — Апар!азта тагошае -—крупный ро- 
гатый скот. Анаплазмы локализуются в 
эритроцитах, иногда их находят в лейкоци- 
тах и тромбоцитах. При исследовании маз- 
ков крови, окрашенных по Романовскому- 
Гимзе, обнаруживают круглые включения 
величиной 0,2-1,2 мкм темнофиолетово- 
гоо цвета. Располагаются в эритроцитах 
(преимущественно на периферии, иногда 
ближе к центру). В одном эритроците мо- 
жет быть от одного до четырех включе- 
ний. Пораженность эритроцитов состав- 
ляет 3-40%, иногда до 80% [1]. По морфо- 
логии анаплазмы в световом микроскопе 


напоминает кокковидные формы риккет- 
сий. Анаплазмы как и риккетсии, являют- 
ся внутриклеточными паразитами, однако, 
первые размножаются в эритроцитах или 
в фагосомах лейкоцитов, а вторые - в ци- 
топлазме эндотелиальных и мезотелиаль- 
ных клеток [3]. В частности, УазиКо Е\Иза 
(1996) пишет, возбудитель А. тагошае по- 
ражает клетки гранулоцитарного ряда и 
относит его к эрлихиям. За основу систе- 
матизации эрлихий, она берет локализа- 
цию возбудителя в клетках крови. 

По другим данным отечественной и за- 
рубежной литературы, возбудители анап- 
лазмоза имеют близкое родство с эрлихи- 
ями, они относятся к одному и тому же се- 
мейству Апар1азта“асеае. 

Выполненные в последние годы иссле- 
дования позволили выяснить, что анаплаз- 
мы, эперитрозооны, гемобартонеллы и не- 
которые другие микроорганизмы по сво- 
ей структуре принципиально отличают- 
ся от простейших, к которым их относили 
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длительное время. Анаплазмы не имеют 
истинного ядра и органелл, свойственных 
простейшим, т.е. они являются доядерными 
организмами. Поэтому их относят к царс- 
тву РгоКапоа. Особенности строения этих 
организмов свидетельствует об их близос- 
ти к риккетсиям (порядок Е1сКеё1ае$). 
Сюда же входит род АегирНапе[а (парази- 
ты птиц). Эперитрозооны и гемобартонел- 
лы относятся к порядку Мусоразтаа1ез. 
В порядок Зриосваеаез входят боррел- 
лии, трепонемы, спирохеты. Все эти груп- 
пы микроорганизмов объединяют тип 
РготорВуиа [2]. 

С помощью электронного микроскопа 
было установлено, что анаплазмы состоят 
из нескольких «инициальных тел» (В15йс, 
1960). В.М. Петешев (1969) такие скопле- 
ния паразитов назвал колониями [5], а Л.П. 
Дьяконов и А.А. Авакян (1970) — микроко- 
лониями. Е1з9с (1960), изучив А. тагошае с 
помощью электронного микроскопа, при- 
шел к выводу, что анаплазмы в процес- 
се развития имеют три формы: 1. класси- 
ческое тело — включение (0,3-1мк); 2. ини- 
циальное (начальное) тело, или частичка 
классического включения (0,3-0,4 мкм); 3. 
полигедральное тело - частичка инициаль- 
ного тела (0,09-0,12 мк). При этом он от- 
мечает, что «инициальные тела» инвазио- 
ны, те. им присущи все признаки самостоя- 
тельного паразита [4]. 

Многие виды риккетсий и эрлихий па- 
тогенны для человека и животных, что 
определяет их медицинское и ветери- 
нарное значение. Порядок Е скейзаез 
принадлежит к альфа дивизиону класса 
РгоеоБац‹ейа домена Вацепа и объединя- 
ет преимущественно альфа 1 протеобакте- 
рии семейств В1скейяасеае (рода ВасКейза 
и Опепна) и Апаразтаасеае (Апар!азта, 
ЕБтИсЬа, Меойскейза и \МоБасНа). Сле- 
довательно, порядок Еаскейза]ез объеди- 
няет альфа 1 протеобактерии шести родов 
— Вскейзча, Опепна, Апаразта, ЕбтсШа, 
Меопскейзяа и \оасша [6]. 

Анаплазмы размножаются простым 
делением и почкованием, формируя коло- 
нии из 2-8 особей. При электронно-микро- 
скопическом исследовании анаплазм об- 
наружены так называемые инициальные 
тельца, состоящие из микроколоний, окру- 
женные двухслойной плазменной оболоч- 
кой. Эти тельца могут переходить из эрит- 
роцитов через мембрану и снова внедрять- 
ся в здоровые эритроциты [7]. 

Противоречивые данные литературы 
предопределили цель наших исследований: 
изучить основные биологические свойс- 


тва возбудителя анаплазмоза, выделенно- 
го из патологического материала от круп- 
ного рогатого скота в хозяйствах Омской 
области. 

Для достижения данной цели необходи- 
мо было решить следующие задачи: 

1. установить локализацию анаплазм 
в клетках крови крупного рогатого скота 
(коров и телят); 

2. изучить ультраструктуру анаплазм; 

3. определить морфологические и гене- 
тические свойства выделенных анаплазм. 

Материалы и методы 

Материалом для исследования служи- 
ли мазки крови из вены уха коров и телят, 
больных анаплазмозом и подозреваемых в 
заражении, а также патологический мате- 
риал (селезенка) от погибших животных. 
Мазки крови окрашивали по Романовско- 
му-Гимзе. 

Микроскопирование проводили при по- 
мощи светового микроскопа МБИ-15 с им- 
мерсионным объективом при увеличении 
(100х15). Интенсивность паразитемии оп- 
ределяли количеством анаплазм в 100 по- 
лях зрения (п./з.) микроскопа в%. Ультрас- 
труктуру анаплазм изучали в электронном 
микроскопе ЭМ-125. 

Культуральные свойства анаплазм изу- 
чали в процессе выделения и культивиро- 
вания их на культуре клеток Уего. 

Патологический материал (для ПЦР) 
помещали в специальный лизирующий бу- 
фер (4-х молярный гуанидин - изоционат) 
в полистероловых пробирках по 200 мкл. 
Двухраундовую полимеразную цепную ре- 
акцию (ПЦР) на родоспецифичных прай- 
мерах и последующее секвенирование по- 
ложительных образцов ДНК проводили 
совместно с сотрудниками Новосибирско- 
го института химической биологии и фун- 
даментальной медицины СО РАН, депо- 
нент Сепфапк АУ649325. 

Результаты исследования 

В окрашенных по Романовскому-Гим- 
зе мазках анаплазмы обнаруживали в виде 
одного, двух, реже трех в одном эритроци- 
те розовато-фиолетовых точкоподобных 
включений округлой, овальной формы. 
Расположение в эритроците - преимущес- 
твенно периферическое, иногда эксцент- 
ричное (рис. 1). 

Анаплазмы в период носительства и в 
начале заболевания были округлой фор- 
мы и одинаковой величины. В период кли- 
нического переболевания анаплазмы при- 
обретали разнообразные формы - угло- 
ватую, мельчайших точек и делящихся 


форм. 
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Рисунок 1. Эритроциты крупного рогатого скота инфицированные анаплазмами 


Изучение культуральных и субмик- 
роскопических свойств анаплазм. В ка- 
честве биологической модели для культи- 
вирования и изучения анаплазм, нами была 
использована культура клеток Уего (рис. 
2). На вторые -— третьи сутки выращивания 
отмечали дегенеративные изменения кле- 
ток (рис. 3). Показано, что с каждым пас- 
сажем происходит накопление количества 
анаплазм в культуре клеток Уего с 30 м.т. в 
100 п./з. в первые сутки до 90 м.т. на 7 сутки, 
с незначительным уменьшением на 8 сут- 
ки (рис. 4). 

Изучение субмикроскопической струк- 
туры анаплазмозных клеток проводили в 


> 


Рисунок 2. Клетки Уего до заражения анаплазмами 
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ультратонких срезах. При просмотре сре- 
зов обращали внимание на форму анап- 
лазм, которая обычна была округлой или 
овальной. 

На рисунке 5 изображена клетка куль- 
туры Уего пораженная возбудителем анап- 
лазмоза крупного рогатого скота (А.зр. 
ОтзК). Клеточная структура нарушена, а 
цитоплазма содержит большое количество 
анаплазмозных «морул» различной вели- 
чины и формы. Цитоплазматическая мем- 
брана клетки Уего истончена и местами ра- 
зорвана. Морулы содержащие А.зр.Отз$К 
располагаются как в цитоплазме клеток, 


так и за ее пределами. 
= 
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Рисунок 3. Дегенеративные изменения в клетках Уего, после заражения анаплазмами 


Возбудитель поражает не только ци- 
топлазматическое пространство, но и про- 
никает в ядро клетки, разрушая ядерную 
оболочку. 

Установлено (рис. 6), что анаплазмы 
окружены плотной непроницаемой мо- 
рулой (двухслойная ’цитоплазматичес- 
кая мембрана), внутри которой находятся 
«инициальные тельца», каждая из которых 
окружена тонкой наружной и внутренней 
мембраной. Мелкие микроколонии состо- 
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яли из одной - двух особей, а более круп- 
ные из нескольких. При наличие двух па- 
разитов колонии имели вытянутую форму, 
трех — треугольную, четырех — четырех- 
угольную, свыше четырех - округлую. 
Анаплазмы размножаются простым 
делением и почкованием, формируя коло- 
нии из 2-8 особей. Рисунок 7 демонстриру- 
ет формирование поперечных трубчатых 
структур и перетяжек, что указывает на 
деление анаплазмозных клеток. Ультрас- 


5 6 7 8 
сутки 


Рисунок 4. Уровень накопления анаплазм в культуре клеток Уего 
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РЗ = 2 


Рисунок 5. Анаплазмозные включения внутри цитоплазмы и ядра 


труктура анаплазмозных клеток представ- 
лена протопластическими пучками в пе- 
риплазмотическом пространстве, скопле- 
ниями рибосом (темные свободные про- 
странства), тонкими нитями ДНК (светлое 
свободное пространство), трубчатыми и 
везикулярными образованиями (рис. 8). 

Результаты изучения морфологии па- 
разитов размножающихся ш уЙго, с учетом 
наблюдений Е1зИс (1960) позволили нам 
сделать заключение, что анаплазма, состо- 
ящая из нескольких «инициальных тел», 
представляет собой не одного паразита, а 
целую колонию. 

Генетические особенности возбуди- 
теля анаплазмоза. При проведении двух- 


Рисунок 6. Микроколонии (морулы) содержащие А.5р.Ошз$К (х15000) 


раундовой полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) в присутствии родоспецифичных 
праймерах среди образцов ДНК из селе- 
зенок клинически больных анаплазмозом 
коров (СПК «Такмык» Большереченский 
район) и телят (ЗАО «Колос» Павлоград- 
ского района) анаплазмы были обнаруже- 
ны во всех образцах. 

В образцах от телят положительный 
сигнал был только после второго раун- 
да ПЦР а в образцах от крупного рогато- 
го скота был сильный положительный сиг- 
нал и после первого раунда ПЦР Положи- 
тельные образцы ДНК из селезенок телят 
и коров были подвергнуты секвенирова- 
нию. Сравнительный анализ нуклеотид- 

рык" — 


— 
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Рисунок 7. Деление анаплазмозных клеток (х10000) 


ных последовательностей фрагмента ге- 
на 16$ рРНК, показал, что данные образ- 
цы ДНК, отличались от ДНК Апар!азта 
таготае и Апар!азта сепга!е. 

Данная нуклеотидная последователь- 
ность фрагментагена 16$ рРНК (АУб649325) 
«Апар!азта $р. Отз$К» была депонирова- 
на в Международном компьютерном бан- 
ке данных СепвапК. (АОТНОВ$: Ваг УА., 
Ве]зетбаеу К.К., КидаКоу МУ, КгаяКоу 
А.Р, Могог?оуа О.У). 

Выводы 

1. Анаплазмы локализуются в эритро- 
цитах (чаще всего по их периферии) крови 
крупного рогатого скота и имеют круглую 
и овальную формы. 

2. Клетки Уего можно использовать для 


выделения анаплазм из патологического 
материала животных и изучения их основ- 
ных биологических свойств. При этом наи- 
более высокий уровень накопления анап- 
лазм в клетках Уего 85-90 м.т. в 100 полях 
зрения (85-90% паразитемии) достигает на 
5, 7 сутки после культивирования. 

3. Анаплазмы окружены плотной неп- 
роницаемой морулой (двухслойной цитоп- 
лазматической мембраной) внутри кото- 
рой находятся «инициальные тельца». Ко- 
лонии состоят из двух и более особей. При 
наличие двух паразитов они имеют вытя- 
нутую форму, трех-треугольную, четырех- 
четырехугольную, свыше четырех- округ- 


лую. 
4. Ультраструктура анаплазм представ- 


Рисунок 8. Ультраструктура анаплазмозных клеток (30000) 
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лена протопластическими пучками в пе- 
риплазматическом пространстве, скопле- 
нием рибосом, тонкими нитями ДНК, труб- 
чатыми и везикулярными пространствами. 

5. Размножение анаплазм происходит 
простым делением и почкованием. 

6. С помощью ППР секвенирования ус- 
тановленыгенетические особенностианап- 
лазм выделенных из патологического ма- 
РЕЗЮМЕ 


териала от крупного рогатого скота в Ом- 
ской области. При этом нуклеотидная пос- 
ледовательность фрагмента гена 1653 рРНК 
(АУ649325) «Апар!азта зр. Отз$К» отли- 
чается от таковой Апаразта тагошае и 
Апар!азта сегита]е, т.е. Апар!азта зр. От$К 
является самостоятельным представите- 
лем анаплазм, выделенном в Западной Си- 
бири. 


Из патологического материала (селезенок) клинически больных анаплазмозом коров и телят в двух 
хозяйствах Омской области выделены анаплазмы. Изучены их основные биологические, ультрас- 
труктурные и генетические свойства. По нуклеотидной последовательности фрагмента гена 165 
РРНК АУ649325 «Апар!азта 5р. От$К» является новым представителем анаплазм, выделенном в За- 
падной Сибири. 


ВЕЗОМЕ 

Воуше зат оЁ пеуу апаразта гаш «Апаразта ОптсзК» ууаб 150] {ед бош саШе ш У\е${ Зла. Апа- 
разтае уеге деесе4 ш Боуше егугосуе5. ОНгазбгисвге апа тогрво]о>у, гепейс ргорегбе$ уеге си- 
бужеа ш Уего сеП$ Нпез уНВ сишщшайоп оЁ тогшае. шбгарва?о5опис су{ез о! деуеортепё ууеге дебес- 
е4 Бу @есёгоп писго5сору. Сотрагабуе апа|узез! оЁ зедиепсе$ оЁ 165 гВМАрепе йаршепЕ зВоууа аег- 
еа5е5 о ОМА «Апар!азта ОтзК» йот ОМА А. шагошае ап@ А. сепёгае. 
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ИВМ ФГОУ ВПО ОмГАУ ФГУ НИИПОИ Роспотребнадзора 


ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЕ ИЗУЧЕНИЕ РОЛИ 
КЛЕЩЕИ В ПЕРЕДАЧЕ ВОЗБУДИТЕЛЯ 
АНАПЛАЗМОЗА КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА 


Одним из важнейших моментов в борь- 
бе с инфекционными болезнями является 
установление фактора передачи возбуди- 
теля инфекции - одного из звеньев в эпи- 
зоотической цепи. 

Учитывая роль иксодовых клещей как 
среды обитания Е\сКейз1а]ез, эксперимен- 
тальное изучение их взаимоотношений 
имеет существенное значение для позна- 
ния закономерностей существования при- 
родных очагов. 

Во время питания клещей кровью жи- 
вотных анаплазмы проникают в их кишеч- 
ник, где и размножаются. Передача анап- 
лазм происходит трансфазно и трансова- 
риально [1]. 

Гранулоцитарный эрлихиоз человека 


— это трансмиссивное зоонозное, остроли- 
хорадочное заболевание, передающееся 
при присасывание клещей и часто приво- 
дящее к летальному исходу. Клинические 
признаки болезни: синдром интоксикации, 
поражения органов и гематологические 
нарушения, зависящие от вида возбудите- 
ля. Длительное время считалось, что эрли- 
хии вызывают болезни только у животных 
и не представляют опасности для челове- 
ка. В настоящее время доказано развитие 
у человека трех заболеваний, вызываемых 
эрлихиями — эрлихиоза Сеннетсу (Меопск- 
ейза зеппе{зи), моноцитарного эрлихиоза 
(ЕзгИсШа сваЁееп$1$) и гранулоцитарного 
эрлихиоза (Апар!азта рвагосуюрВ!а) [2]. 
В последнее время благодаря широко- 
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